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Динамiчне формування β-тяжової структури
в активному центрi тирозил-тРНК синтетази еубактерiї
Mycobacterium tuberculosis за даними молекулярної
динамiки
Тирозил-тРНК синтетаза еубактерiї Mycobacterium tuberculosis (MtTyrRS) є перспек-
тивною мiшенню для розробки селективних iнгiбiторiв, якi можуть стати нови-
ми лiкарськими препаратами проти туберкульозу. З метою вивчення конформацiйної
рухливостi активного центру MtTyrRS проведено моделювання молекулярної динамiки
(МД) димеру ферменту в часовому iнтервалi 45 нс. Встановлено, що в процесi динамiки
в неструктурованiй каталiтичнiй петлi MtTyrRS вiдбувається динамiчне формування
двох антипаралельних β-тяжiв, перший з яких мiстить амiнокислотнi залишки Lys234
i Ser235 унiверсального каталiтичного KMSKS-подiбного мотиву АРСаз I класу (KFGKS
у MtTyrRS). Стабiлiзована конформацiя каталiтичної петлi MtTyrRS може вiдiграти
важливу роль у зв’язуваннi субстратiв з активним центром та наступнiй стабiлiзацiї
перехiдного стану реакцiї амiноацилювання тРНКTyr. Цей висновок пiдтверджується
наявнiстю подiбної β-шпильки в кристалографiчнiй структурi комплексу гомологiчної
TyrRS Escherichia coli з аналогом тирозиладенiлату — промiжного продукту реакцiї
амiноацилювання тРНКTyr.
Патогенна еубактерiя Mycobacterium tuberculosis спричиняє розвиток туберкульозу у люди-
ни, який сьогоднi є однiєю з найпоширенiших хвороб в iсторiї людства [1]. З появою но-
вих мультирезистентних штамiв M. tuberculosis iстотно ускладнюється проблема лiкування
туберкульозу i постає необхiднiсть створення нових ефективних протитуберкульозних пре-
паратiв [1]. В останнi роки пошук ефективних антибактерiальних препаратiв проводиться
для широкого спектра нових потенцiйних бiлкiв-мiшеней, зокрема для амiноацил-тРНК
синтетаз (АРСаз) — ключових ферментiв бiосинтезу бiлка [2, 3]. Тирозил-тРНК синтетаза
є ферментом I класу АРСаз, який каталiзує приєднання тирозину до гомологiчної тРНК
на дорибосомному етапi синтезу бiлка [4]. Ця реакцiя є ATФ-залежною i проходить у два
етапи : на першому етапi утворюється промiжний продукт реакцiї тирозиладенiлат, а на
другому етапi вiдбувається ковалентне приєднання тирозину до тРНКTyr i утворення ти-
розил-тРНКTyr.
Кристалографiчна структура MtTyrRS у вiльному станi депонована в Protein Data Bank
у 2008 р. (PDB код 2JAN). MtTyrRS потенцiйно є перспективним бiлком-мiшенню для по-
шуку i розробки її ефективних i нетоксичних iнгiбiторiв — прототипiв нових лiкарських
препаратiв проти туберкульозу. Це обумовлено, по-перше, тим, що TyrRS належить до най-
бiльш життєво важливих бiлкiв клiтини, а її iнгiбування має ефективно пригнiчувати рiст
патогенних бактерiй. По-друге, структура MtTyrRS значно вiдрiзняється вiд цитоплазма-
тичної TyrRS людини, яка має iнший (еукарiотичний) тип просторової структури i значнi
вiдмiнностi в будовi активного центру [4, 5]. Гомологiя амiнокислотних послiдовностей цих
двох TyrRS становить менше 20% i не детектується комп’ютерним попарним зiставленням
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“Blast 2 Sequences”. По-третє, TyrRS прокарiотичного i еукарiотичного типiв не здатнi до
перехресного розпiзнавання та амiноацилювання вiдповiдних тРНКTyr [4, 5].
Нами проведено комп’ютерне моделювання динамiки активного центруMtTyrRS, зокре-
ма каталiтичної петлi KMSKS, унiверсальної для АРСаз I класу. Неструктурована каталi-
тична петля KMSKS є високорухливим елементом бiлка [6], проте в присутностi субстратiв
реакцiї амiноацилювання ATФ та тирозину набуває бiльш упорядкованого стану [7].
Для розрахунку молекулярної динамiки (МД) у довгих часових промiжках використо-
вувались ресурси Українського нацiонального грiду [8]. Постановка задачi, її обрахунок та
отримання даних проведенi з використанням сервiсiв вiртуальної лабораторiї MolDynGrid
(http://moldyngrid.org) [9, 10].
Просторову структуруMtTyrRS визначено методом рентгеноструктурного аналiзу з роз-
дiльною здатнiстю 2,9 A˚, проте при цьому деякi елементи структури не виявленi. Для до-
будови вiдсутнiх амiнокислотних залишкiв у структурi петель субодиницi А: Met1-Met4
i Gly424, та в субодиницi B: Met1-Met4 i Pro81-Asp93, використовували спецiалiзований
веб-сервер ModLoop [11]. Оцiнку якостi структури з метою перевiрки правильностi кутiв
мiж атомами та вiдсутностi клешiв (накладань атомiв один на один) у добудованiй струк-
турi MtTyrRS здiйснювали за допомогою веб-сервера MolProbity [12]. З метою оптимiзацiї
отриманої структури проводили мiнiмiзацiю енергiї бiлка за допомого веб-сервера YASARA
Energy Minimization Server [13]. Пiсля мiнiмiзацiї енергiї повторно оцiнювали якiсть отри-
маної структури.
Розрахунки молекулярної динамiки MtTyrRS виконували за допомогою версiї пакета
програм GROMACS 4.5.3 [14]. Координати структури MtTyrRS були конвертованi з pdb
формату у внутрiшнiй формат GROMACS — gro. У розрахунках використовувалось силове
поле AMBER99SB-ILDN. Структуру бiлка розмiщували в боксi, який має форму октаедра,
з мiнiмальною вiдстанню вiд стiнок боксу до атомiв бiлка 10 A˚. Бокс заповнювали водою
моделi SPC216 та систему нейтралiзували шляхом додавання iонiв Na+ i Cl− концентра-
цiєю 150 мМ. Пiсля цього проводили мiнiмiзацiю енергiї системи у два пiдходи: перший —
методом крутого спуску, другий — методом спряженого градiєнта. Далi в два пiдходи роз-
раховували МД iз позицiйною прив’язкою атомiв бiлка до їхнiх вихiдних координат. Резуль-
туюча система вводилась як вхiдна в розрахунок МД. Iнтегрування здiйснювали кроками
по 2фс. Координати атомiв записувалися у файл траєкторiї з перiодичнiстю 2 пс. Еле-
ктростатичнi взаємодiї враховувалися за методом PME, для ван-дер-ваальсових взаємодiй
використовувалося подвiйне усiчення: на вiдстанi 1,2 нм взаємодiї враховувалися на кожно-
му кроцi. Температуру i тиск системи пiдтримували постiйними: 310 K (37 ◦C) та 1 бар
вiдповiдно.
Конвертацiю траєкторiй та нарiзання їх на фрейми виконували за допомогою програми
trjconv. Середньоквадратичнi вiдхилення та флуктуацiї атомiв вiд їхнiх вихiдних позицiй
розраховували за допомогою програм g_rms та g_rmsf вiдповiдно. За допомогою програми
do_dssp було побудовано матрицi залежностi змiни вторинної структури вiд часу у форматi
xpm. Для конвертацiї файла xpm у графiчний файл використовували програму xpm2ps. По-
будову графiкiв по отриманих координатах здiйснювали за допомогою графiчної програми
Grace-5.1.22. Для вiзуалiзацiї окремих фреймiв застосовували програму PyMOL-1.3.
Виходячи з графiка змiни середньоквадратичних вiдхилень Сα атомiв вiд їхнiх вихiд-
них позицiй у ходi моделювання МД (рис. 1, а) можна зробити висновок, що отриману
траєкторiю конформацiйних рухiв димеру MtTyrRS умовно можна подiлити на двi стадiї:
релаксацiю структури бiлка (до 20 нс) та власне динамiку бiлка пiсля 20 нс. На графi-
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Рис. 1. Графiк середньоквадратичних вiдхилень (а) та середньоквадратичних флуктуацiй (б ) Cα атомiв вiд
їхнiх вихiдних позицiй у ходi молекулярної динамiки бiлка
ку змiни середньоквадратичних флуктуацiй Сα атомiв вiд їхнiх вихiдних позицiй у ходi
моделювання МД (див. рис 1, б ) видно, що найбiльш рухливими елементами ферменту
є висококонсервативнi каталiтичнi петлi KMSKS та С-кiнцевi домени.
Встановлено, що в процесi динамiки в неструктурованих каталiтичних петлях MtTyrRS
вiдбувається динамiчне формування двох антипаралельних β-тяжiв (рис. 2), перший з яких
мiстить амiнокислотнi залишки Lys234 та Ser235 унiверсального каталiтичного KMSKS-по-
Таблиця 1. Часовi iнтервали формування двох антипаралельних β-тяжiв у субодиницях протягом моделю-
вання молекулярної динамiки, за визначенням програми do_dssp пакета програм GROMACS
№
п/п
Динамiчне формування
β-стрендiв, нс
Тривалiсть,
нс
Субодиниця А
1 1,55 3,80 2,25
2 4,40 4,56 0,16
3 4,85 5,28 0,43
4 6,88 7,07 0,19
5 19,27 19,32 0,05
6 20,09 20,18 0,90
7 33,15 35,13 1,98
8 36,85 37,26 0,41
9 37,57 38,15 0,58
10 38,21 38,30 0,09
11 38,40 38,95 0,55
12 39,56 41,05 1,49
13 42,58 43,16 0,58
14 44,15 44,67 0,52
Субодиниця Б
1 29,90 30,22 0,32
2 30,85 30,92 0,07
3 31,04 31,11 0,07
4 42,20 42,28 0,08
5 45,85 46,08 0,23
Пр им i т ка . Наведено всi iнтервали, тривалiсть яких становить бiльше 10 пс, оскiльки утворення цих β-
стрендiв у межах 10 пс вiдбувається майже кожної наносекунди. Також у вказаних промiжках формування
β-шпильок iснують розриви (iнтервали тривалiстю до 10 пс, де стабiльнi β-стренди не зафiксовано).
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Рис. 2. Зміни вторинної структури каталітичної петлі Thr225–Ser240 субодиниці А MtTyrRS в про-
цесі молекулярної динаміки
Рис. 3. Вторинна структура активного центру MtTyrRS до динаміки (а) і формування динамічних
антипаралельних β-тяжів в активному центрі на 40-й нс молекулярної динаміки (б) 
a б
дiбного мотиву АРСаз I класу (KFGKS (Lys231, Phe232, Gly233, Lys234, Ser235) уMtTyrRS).
Динамiчнi β-тяжi складаються з амiнокислотних залишкiв Lys234, що входить до скла-
ду активного центру, Ser235 та Thr236 (перший β-тяж), Gly238, Gly239 та Ser240 (другий
β-тяж). Утворена β-шпилька в активному центрi MtTyrRS (рис. 3, б ) не є регулярним еле-
ментом вторинної структури бiлка, а динамiчно утворюється почергово в кожнiй iз субоди-
ниць ферменту внаслiдок активних флуктуацiй конформацiї каталiтичної петлi. Тривалiсть
стабiльностi даних β-стрендiв коливається вiд десяткiв пiкосекунд до кiлькох наносекунд
(табл. 1).
Стабiлiзована конформацiя каталiтичної петлi MtTyrRS може вiдiграти важливу роль
у зв’язуваннi субстратiв з активним центром та наступнiй стабiлiзацiї перехiдного стану
реакцiї амiноацилювання тРНКTyr. Зазначимо, що подiбна β-шпилька виявлена в криста-
лографiчнiй структурi комплексу TyrRS Escherichia coli з аналогом тирозиладенiлату —
промiжного продукту реакцiї амiноацилювання тРНКTyr [15].
Отже, в процесi молекулярної динамiки MtTyrRS у розчинi в часовому iнтервалi 45 нс
виявлено динамiчне формування β-шпильки в активному центрi ферменту, що може вi-
дiграти важливу роль у зв’язуваннi субстратiв та стабiлiзацiї перехiдного стану реакцiї
амiноацилювання тРНКTyr.
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Динамическое формирование β-тяжевой структуры в активном
центре тирозил-тРНК синтетазы эубактерии Mycobacterium
tuberculosis по данным молекулярной динамики
Тирозил-тРНК синтетаза эубактерии M. tuberculosis (MtTyrRS) является перспективной
мишенью для разработки селективных ингибиторов, которые могут стать новыми ле-
карственными препаратами против туберкулеза. С целью изучения конформационной под-
вижности активного центра MtTyrRS проведено моделирование молекулярной динамики
(МД) димера фермента во временном интервале 45 нс. Установлено, что в процессе ди-
намики в неструктурированной каталитической петле MtTyrRS происходит динамическое
формирование двух антипараллельных β-тяжей, первый из которых содержит аминокисло-
тные остатки Lys234 и Ser235 универсального каталитического KMSKS-подобного мотива
АРСаз I класса (KFGKS в MtTyrRS). Стабилизирована конформация каталитической пет-
ли MtTyrRS может играть важную роль в связывании субстратов с активным центром
и последующей стабилизации переходного состояния реакции аминоацилирования тРНКTyr.
Этот вывод подтверждается наличием подобной β-шпильки в кристаллографической стру-
ктуре комплекса гомологичной TyrRS Escherichia coli с аналогом тирозиладенилата — про-
межуточного продукта реакции аминоацилирования тРНКTyr.
V.V. Mykuliak, Corresponding Member of the NAS of Ukraine A. I. Kornelyuk
Dynamic formation of the β-strand structure in the active site of
tyrosyl-tRNA synthetase from Mycobacterium tuberculosis eubacteria
according to the molecular dynamics
Tyrosyl-tRNA synthetase from M. tuberculosis (MtTyrRS) is a promising target for the development
of novel selective inhibitors as new antituberculosis drugs. In order to study the conformational
mobility of the MtTyrRS active center, we performed molecular dynamics (MD) simulation of
a dimer of the enzyme in a time interval of 45 ns. It is found that two antiparallel β-strands
are formed in the unstructured catalytic KMSKS loop in the course of dynamics. The ﬁrst of
them contains Lys234 and Ser235 amino acid residuals of universal catalytic KMSKS (KFGKS
for MtTyrRS) motif of aaRS of class I. The stabilized conformation of the MtTyrRS catalytic loop
can play an important role in the binding of substrates with active center and in the subsequent
stabilization of the intermediate stage of the tRNATyr aminoacylation reaction. This conclusion
is supported by existing the similar β-strand in the crystallographic structure of the complex of
homologous TyrRS Escherichia coli with an analog of tyrosyl-adenylate (intermediate product of
tRNATyr aminoacylation reaction).
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